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Abstract
　　　It　has　been　reported　that　Choto－san　has　an　effect　on　treatment　ofvascular　dementia　in　clinical　tests．In　the　present
study，we　investigated　the　effect　ofChoto－san　and　its　main　constituent　Chotoko（U㍑cα7iαe㍑nci3c観n7αη2㍑加）on　the
spatial　cognitive　impairment　induced　by　transient　cerebral　ischemia　in　mice　in　the　Morris　water　maze　perfomance．
The　spatial　cognitive　deficiency　caused　by　transient　cerebral　ischemia　in　mice　exhibited　an　increase　of　escape　latency
and　a　reduction　of　swimming　time　in　the　platform　quadrant．Choto－san（750－6000mg／kg，p．o．）and　Chotoko（75－600
mg／kg，p．o．）administered　one　hour　before　the　operation　shortened　the　escape　latency　and　increased　the　swimming
time　in　the　platform　quadrant，showing　a　protective　effect　on　the　impairment　induced　by　transient　cerebral　ischemia。
Furthermore，we　also　studied　the　efficacy　of　alkaloid　fraction，indole　alkaloid（geissoschizine　methylether）and
oxindole　alkaloid（rhynchophylline）of　Chotoko．The　alkaloid　fraction（10mg／kg，p．o．）of　Chotoko　and
rhynchophylline（10mg／kg，p．o）significantly　improved　the　spatial　cognitive　impairment　induced　by　transient　cerebral
ischemia　in　the　Morris　water　maze，while　the　protective　effect　ofgeissoschizine　methylether　was　weak．These　results
suggested　that　Choto－san　and　Chotoko　have　a　protective　effect　on　transient　cerebral　ischemia．induced　spatial　cognitive
impairment．The　beneficial　effect　of　Chotoko　is　partly　attributed　to　the　oxindole　alkaloid　rhynchophylline．
　　　Key　words　Choto．san，Chotoko，Aqueous　Extract，Alkaloid　fraction，Geissoschizine　methylether，Rhynchophylline，
Transientcerebral　ischemia，Spatialcognitiveimpaiment，Protectiveeffect。
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緒　　言
　高齢者社会と共に，脳血管性痴呆は深刻な社会問題に
なってきた。近年，脳血管性痴呆に対して漢方方剤が臨
床的に適用され，有用性が報告されるようになった。釣
藤散は『普済本事方』に記載され，石膏，釣藤鈎，菊花，
陳皮，人参，麦門冬，防風秩苓，半夏，甘草，生姜の
11種類の生薬から構成され，肝の邪気が盛んなことによっ
て生じる頭痛，めまい，肩こり，神経症などの症状の治
療に適用されている。最近，脳血管性痴呆患者に対して
釣藤散が有効であることが二重盲検法の臨床試験で報告
されている。1・2）それ以降，釣藤散及びその主薬である
釣藤鈎が注目を浴びるようになってきた。そこで，釣藤
散の脳血管性痴呆に対する有用性を実験的に裏付けるた
め，両側総頚動脈を一時的に結紮後再開通処置した
（2VO）マウスにみられる水迷路における空間学習行動
障害に対する釣藤散及びその構成生薬釣藤鈎水エキスの
作用にっいて検討した。また，釣藤鈎に含まれているイ
ンドール及びオキシインドール型アルカロイド成分には
脳保護作用が見出されており，30・31）2VO処置により生
ずる空間学習行動障害に対する釣藤鈎のアルカロイド分
画，オキシインドール型アルカロイドのrhynchophylline
及びインドール型アルカロイドのgeissoschizine
methyletherの作用にっいても検討した。また，Tacrine
は2VO処置による空間学習行動障害に対して予防作用
を有することが報告されており，21）今回の実験では，
本実験系を評価する上での対照薬としてTacrineを用い
た。
た。濾液は液体窒素で凍結し，凍結乾燥した。抽出率は
釣藤散が27．2％，釣藤鈎なしの釣藤散が28．6％，釣藤鈎
が13．9％であった。釣藤鈎のアルカロイド分画，インドー
ル型アルカロイドgeissoschizine　methylether及びオキ
シインドール型アルカロイドrhynchophyllineは分離，
精製したものを使用した。3・4）geissoschizine　methylether
及びrhynchophyllineの抽出率はそれぞれ0．0072％及
び0．012％であった。Geissoschizinemethylether及び
rhynchophyllineの構造式をFig．1に示す。
（3）両側総頚動脈の結紮と再開通（2VO）：Urethane
（1．5g／kg，東京化成，東京）麻酔下で，マウス（8週齢）
の頸部を切開し，切開口より左右の総頸動脈を注意深く
露出し，両動脈を同時に絹製縫合糸で結紮した。また，
マウスの尾部の先端より1cmを切断し，0．3m1を潟血
した。結紮20分後に，結紮を解放して血流を再開した。
両側総頸動脈を結紮後再開通したマウスを2VO群とし
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実験材料と方法
（1）使用動物：ICR系雄性マウス（7週齢；日本エス
エルシー（株）（静岡））は1ケージに9－10匹を入れ，
12時間の明暗周期，恒温（25±10C〉恒湿（55±5％）
で飼育し，約1週間飼育室の飼育環境に慣らした。
（2）生薬の調製：釣藤散【石膏（Cッpsαmガ扉osαm）5
g，釣藤鈎（Uηcαrどαθμηc‘s　cαm　rαmμ1μs）3g，菊花
（Cん型sα鷹舵加πos）3g，陳皮　（、4rαπ痂πoわ‘1ごs
．ρθrr‘cαrp如m）3g，人参（G‘πseηg　rαd‘劣）3g，麦門
冬（Op配qρogo庖s加加r）3g，防風（Sαposんη論o漉αθ
rα読x）3g，秩苓（πoθ1θπporεα）3g，半夏（Eπεllεαε
加bθr）3g，甘草（σ1脚ッrrんご2αεrα読κ）1g，生姜
（Z加gめθr‘s　r配20mα）1g】，釣藤散より釣藤鈎を除い
た他の構成生薬の混合物及び釣藤鈎をそれぞれ10倍の
蒸留水中で，100℃，1時間加熱抽出し，棉栓で濾過し
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Fig．1Chemical　stmct皿e　of　geissoschizine　methylether　and
　rhynchophylline．
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た。また，結紮及び潟血は行わずに同様の手術を施した
マウスをsham群とした。
（4）実験装置：直径70cm，高さ28cmの円形プール
を用いた。プールに高さ13cmまで水（水温25±1℃）
をいれた。プールは4象限に分け，第IV象限に直径5
cmの円形プラットフォームを固定した。
（5）空間的学習課題（Morris　water　maze）：2VO処置
の2日後から，プラットフォームを水面上1cm（visi－
ble）に設置し，手掛り訓練試行を行い，その翌日から
プラットフォームを水面下1cmに設置し，獲得訓練試
行を行った。60秒間の訓練試行では，マウスを壁に向
けてプールの中へ静かに入れ，プラットフォームに逃避
するまでの潜時（Escape　latency）を記録した。1日4試
行を1Blockとし，連続5日間行った。その後，探索試
行（probetrial）を行い，プラットフォームをプールか
ら取り除き，マウスをプールに60秒間入れ，プラットフォー
ムの存在した第IV象限における遊泳時間（Swimming
timeintheplatformquadrant）を測定した。全ての試
行を終了の翌日，プラットフォームを水面上1cm（visi－
ble）に設置した手掛り訓練試行を再度行った。
（6）薬物処置：釣藤散，釣藤散より釣藤鈎を除いた他
の生薬の混合物，釣藤鈎の水エキスは水に懸濁し，釣藤
鈎のアルカロイド分画，アルカロイドのgeissoschizine
methylether及びrhynchophyllineはCMCで懸濁した
後，それぞれ2VO処置の1時間前、に経口投与した。
Tacrine（9－amino－1，2，3，4－tetrahydroa6ridine　HCl；Sigma
Chemical　Co．，St，Louis，米国）は生理食塩水に溶解し，
2VO処置の1時間前に腹腔内投与した。薬物はマウス
100グラム体重当たりl　m1の容量で投与した。
（7）統計処理：Escape　latencyはTwo－way　repeated
measure　ANOVAで群間の比較を行い，Swimming
time　in　the　platform　quadrantはMann－Whitneyys　U－
testで群間の比較を行った。有意水準はP＜0．05とした。
結 果
）一過性脳虚血マウスの水迷路学習行動障害とそれに
対する釣藤散水エキスの影響
　2VO処置したマウスでは，水迷路においてプラット
フォームに達するまでの潜時は獲得訓練試行2及び3日
目に多少短縮したが，4及び5日目にはそれ以上の短縮
は認められず，sham群に比べると有意に長かった。プ
ラットフォームを除去して行った探索試行では，プラッ
トフォームのあった第IV象限における遊泳時間はsham
群よりも有意に短かった（Fig．2）。
　釣藤散水エキス（375－6000mg／kg，p．o．）を2VO処置
の1時間前に投与しておくと，1500mg／kg以上の投与
群では獲得訓練試行3日目から潜時はsham対照群と
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同程度まで短縮した。また，750mg／kgの投与群でも4
日目から潜時は2VO対照群に比べて有意に低下した。
探索試行においては，プラットフォームを除去した第IV
象限における遊泳時間は750mg／kg以上の投与群で
2vo対照群に比べ有意に長かった（Fig．2）。
2）水迷路学習行動障害に対する釣藤鈎の影響
　釣藤散から釣藤鈎を除去した方剤の水エキス（337．5－
1350mg／kg，p．o．）は，前処置した場合，最高用量の
1350mg／kg投与群で獲得訓練試行3日目から潜時が有
意に短縮した。しかし，それ以下の用量群の潜時は2VO
対照群と比べて有意な差は認められなかった。また，プ
ラットフォームを除去した探索試行では，第IV象限にお
ける遊泳時間も1350mg／kg投与群のみが2VO対照群
より有意に長かった（Fig．3）。これらの作用は釣藤散水
エキスに比べると弱かった。
　釣藤鈎水エキス（37．5－600mg／kg，p．o．）の前処置の場
合，75mg／kg以上の投与群で獲得訓練試行における潜
時が有意に短縮した。また，探索試行では，プラットフォー
ムの無い第IV象限における遊泳時間は150mg／kg以上
の投与群において有意に延長した（Fig．4）。
3）水迷路学習行動障害に対する釣藤鈎アルカロイド分
画，geissoschizine　methylether及びrhynchophy”ineの
影響
　釣藤鈎のメタノールエキスから調製したアルカロイド
分画（1及び10mg／kg，p．o．）は10mg／kg投与群にお
いて獲得訓練試行4及び5日目における潜時の有意な短
縮と，探索試行のプラットフォーム無しの第IV象限にお
ける遊泳時間の有意な延長を生じた（Fig．5）。アルカロ
イド成分の一っgeissoschizine　methylether（1及び10
mg／kg，p．o．）の投与は獲得訓練試行における潜時の短
縮は生じたが，探索試行の第IV象限における遊泳時間に
は有意な影響を及ぼさなかった（Fig．6）。もう一っのア
ルカロイド成分であるrhynchophylline（1及び10mg／
kg，p．o．）は獲得訓練試行における潜時の有意な短縮と，
探索試行のプラットフォーム無しの第IV象限における遊
泳時間の有意な延長を生じた（Fig．7）。
　標準薬として使用・したTacrine（1及び2．5mg／kg，
i．p．）は高用量投与群で獲得訓練試行における潜時の短
縮と，探索試行のプラットフォーム無しの第IV象限にお
ける遊泳時間の有意な延長を生じた（Fig．8）。
　本実験では，全ての薬物効果を検討する際に，プラッ
トフォームを水面上に見えるように設置して試行を行っ
たが，いずれの群間にも差は認められず，マウスの遊泳
能力に対して2VO処置の影響は無いと考えられた。
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考 察
　釣藤散を前処置すると，一過性の脳虚血によって起こ
るマウスの水迷路学習障害は，予防されることが明らか
となった。この結果は岩崎ら5）の知見を支持する。ま
た，本研究では，釣藤散構成生薬釣藤鈎及びその有効成
分にっいても検討した。本実験では，用いた釣藤散の用
量は「中薬薬理研究方法学」6）の記載に基づいて計算す
ると，医療用釣藤散製剤の0．75－12倍であった。釣藤鈎
は釣藤散重量の約1／10を占めたため，釣藤鈎は釣藤散
1／10の投与量で用いた。
　ヒトや動物の脳では血流が一時的な虚血により遮断さ
れると，酸素とグルコースの供給が絶たれるために，神
経細胞やグリア細胞は一時的あるいは永久的な障害を受
け，学習や記憶の障害を起こす。7『9）虚血性脳血管障害
をもっヒトでは赤血球集合能克進，赤血球や白血球変形
能の低下が認められるが，10）それらは釣藤散の投与によ
り抑制されることから，釣藤散は脳内の微小血管におけ
る血流速度や血流量を増加させ，11）虚血性の脳血管障害
を改善すると考えられている。
　一方，中枢コリン神経系は学習や記憶の機能と密接に
関係しており，12｝15）コリンエステラーゼ阻害作用を有す
るTacrineはスコポラミンで誘発されるラットの空間学
習行動障害を予防し，16・17）前脳虚血により海馬の障害を
おこしたラットの受動的回避行動障害や前脳基底部を破
壊したラットに見られる空間学習障害を改善するこ
と18，19）が報告されている。一過性の脳虚血処置後に観
察されるマウスの空間学習障害はTacrineの前投与によ
り予防された。Tacrineが低酸素の状態でマウスの生存
する時間を有意に延長したことから，20）一時的な虚血に
よる学習や記憶の障害を改善したと考えられる。マウス
脳内のアセチルコリンの含量は一過性の脳虚血により低
下することが既に報告されているが，21）その低下を防止
すると学習行動の障害が予防されるかどうかはまだ明ら
かにされてはいない。釣藤散が虚血による脳内アセチル
コリン含量の低下にどのような影響を与えるかはまだ検
討しておらず，今後の課題である。
　興奮性の神経伝達物質であるグルタミン酸は学習記憶
に重要な役割を果していると考えられているが，一過性
の脳虚血状態ではグルタミン酸が神経終末から過剰に遊
離され，シナプス後膜ではグルタミン作動性のイオンチャ
ネルや膜電位依存性イオンチャネルが開口するために，
細胞外からCa2・が流入すると共に細胞内小胞体か
らCa2＋の流出が起こる。その結果，細胞内のCa2＋濃度
が著しく上昇し，細胞死に誘導されると考えられてい
る。22・23）培養した小脳穎粒細胞にみられるグルタミン酸
による細胞死は釣藤散の適用により抑制される傾向にあ
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り，主たる構成生薬である釣藤鈎に抑制作用が認められ
た。24）この報告では釣藤散や釣藤鈎は，脳虚血によるグ
ルタミン酸の過剰な遊離を抑制する可能性が考えられて
いる。一方，釣藤散ならびに釣藤鈎は△9．tetrahydroca．
mabinolで誘発した空間学習障害を改善したことか
ら，25）釣藤散及び釣藤鈎はセロトニン神経系にも関与す
ることも考えられる。
　今回の研究結果では，釣藤散から釣藤鈎を除いた方剤
エキスにも脳虚血に対する予防効果が認められた。この
結果から，他の生薬が予防作用を有することが示唆され
た。釣藤散の構成生薬の一っ人参は脳虚血による学習行
動障害に対して予防作用を有することから，26）人参が釣
藤散の効果に寄与する可能性が考えられた。しかし，釣
藤散より釣藤鈎を除くと，予防作用が著しく減弱したこ
とから，釣藤散の効果の主な部分は釣藤鈎の作用に由来
すると考えられる。一過性の脳虚血と再開通により活性
酵素やフリーラジカルが産生され，そのために神経細胞
死が起こることが報告されている。27・28）釣藤鈎には強い
抗酸化作用やフリーラジカル除去作用のあることが報告
されており，29）一過性脳虚血によって起こる空間学習障
害を予防する釣藤鈎の作用はそれらが担っている可能性
もある。
　釣藤鈎にはrhynchophyllineやisorhynchophylline
などのオキシインドール型アルカロイドと，geissoschizine
methylether，hirsutine，hirsuteineなどのインドール型
アルカロイドが含有されているが，釣藤鈎アルカロイド
分画は今回の研究で一過性の脳虚血によっておこる空間
学習障害を抑制した。同分画から得られたgeissoschizine
methyletherとrhynchophyllineも共に学習障害を予防
した。Rhynchophyllineはグルタミン酸で誘発される細
胞死を抑制し，30）ニコチン受容体遮断作用をもっ
mecamylamineの投与によって起こる受動的回避学習
障害を抑制したという報告がある。31）Rhynchophyllineの
作用に関しては，それらの作用機序に的を絞った研究が
必要である。Geissoschizine　methyletherが脳虚血に影
響するかどうかの報告はなされておらず，今回初めて脳
虚血による空間学習障害を予防することを示した。しか
し，geissoschizine　methyletherはプールからプラット
フォームを除去した試行においては明確な予防作用を示
さなかった。Geissoschizine　methyletherはセロトニン
受容体阻害作用を有することが報告されており，32，33）脳
虚血予防作用に寄与すると考えられる。5－HT2c受容体
ノックマウスは，獲得試行においては，プラットフォー
ムに逃避するまでの潜時が短くなるもの，プラットフォー
ムなしの試行では，プラットフォームが存在した象限に
おける遊泳時間は対照群に比べ短いことが報告されてい
る。34）今回の実験でも，類似した結果が得られたため，
geissoschizine　methyletherはセロトニン5－HT2c受容
体を部分的に遮断する可能性が考えられ，rhynchoph－
yllineとは作用態度が異なることが推定された。
　以上，釣藤散及びその主薬である釣藤鈎，釣藤鈎に含
まれるアルカロイド成分はいずれも一過性の脳虚血処置
によって起こるマウスの空間学習障害を予防した。
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